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（Glycogen/Starch synthase; GS/SS），枝作り酵素 
（ Branching enzyme; BE），および枝切り酵素
（Debranching enzyme: DBE） など複数の酵素群の
共同作用によって生合成されることがわかっている

















図 1 貯蔵多糖の構造 
  A. 澱粉アミロペクチン．B.グリコーゲン． 
  黒線はα-1,4グルカン鎖を，分岐はα-1,6結合 
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リア間には，BE 遺伝子の数に差異が見られる（表
1; Suzuki E., et al., 2013）．グリコーゲン生産性のシア
ノバクテリアは， 1 種類の BE 遺伝子（BE1）を有
している（表 1）．一方澱粉生産性シアノバクテリア
は，3種類の BE遺伝子（BE1, BE2, BE3）を有して
いる（表 1; Suzuki E., et al., 2013）．BE1はグリコー
ゲン生産性シアノバクテリアにも普遍的に存在する

















 シアノバクテリア Synechococcus elongatus PCC 
7942（ 7942）， Cyanobacterium sp. NBRC 102756













 BE活性は，基質として 1 mg/ml potato amylose type 
III および 5 mg/ml potato amylopectinを用い，ヨウ素
染色法によって OD540もしくは OD640 を測定するこ
とで検出した．1 Uは、酵素反応を 30°Cで行った際
に 1分あたり OD640 を 0.1減少させる酵素量として
定義した（Suzuki R., et al., 2015）．また，多糖標品を
イソアミラーゼ処理後，キャピラリー電気泳動装置
P/ACE MDQ carbohydrate system で分画することに
より，BEの反応産物であるα グルカンの構造（鎖長
分布）解析を行った（Nakamura et al., 2011）． 
 酵素の結晶化は，シッティングドロップおよびハ
ンギングドロップ蒸気拡散法を用いて 15°C もしく



























図 2 各生物種由来 BE1, BE2, BE3の比活性測定結
果 
  1.NBRC BE1．2.51142 BE1．3.7942 BE1．4.NBRC 
   BE2．5.51142 BE2．6.NBRC BE3．7.51142 BE3． 
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 NBRCおよび 51142株由来 BE3の比活性は，いず
れの基質に対しても BE1 および BE2 と比べて顕著
に低い結果となった（図 2）．これは，活性測定に用
いた基質が BE3の本来の基質でないため，あるいは
BE3本来の性質であると予想された（Hayashi et al., 


















図 3 BE反応産物であるαグルカン構造（鎖長分布） 
  の解析結果 
  BE反応産物の鎖長分布から基質の鎖長分布を 
  引いた差分グラフとして示した． 
  A. 51142 BE1の鎖長分布．B. 51142 BE3の 






株由来 BE1，51142株由来 BE2，および NBRC株由
来 BE1, BE2 は，これとほぼ同一の鎖長分布を示し
た．一方 51142 株由来 BE3 反応産物の鎖長分布は
（図 3B），DP6 と DP8 に小さなピークが見られた
が，DP6 に明確なピークは見られなかった．また，
わずかに DP30～DP35 の長鎖（図 3B）を生産した．
NBRC株由来 BE3 においても，ほぼ同一の鎖長分布
を示した．BE3 はこれらの点で，BE1 および BE2 
とは異なる触媒特性を示すことが明らかになった
（Hayashi et al., in press; Suzuki R., et al., 2015）．BE2
のアミノ酸配列は，全てのシアノバクテリアに普遍
的に存在する BE1 と相同性が高く（56～60%），酵




 さらに，これら BE の特性の差異を立体構造から
説明することを目的として，BE1，BE2，および BE3





かっていない．BE1（図 4A）および BE3（図 4B）
の結晶を用いて X線回折実験を行った結果，それぞ
れ分解能が 1.85 Å および 2.2 Åのデータセットを収
集できた．データ解析の結果，BE1および BE3の結
晶の空間群は，それぞれ P41212 および P212121と決











図 4 BEの結晶 
  A.BE1の結晶．B.BE3の結晶 
 





BE（Abad et al., 2002）と比べて，活性中心付近のル
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Biochemical characterization and crystallization of enzymes responsible for the 
biosynthesis of storage polysaccharide in cyanobacteria
Toward structural biology for research in starch metabolism
Ryuichiro Suzuki, Miho Kuroki, Eiji Suzuki
Department of Biological Production, Faculty of Bioresource Sciences, Akita Prefectural University
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Starch and glycogen are common reserve polysaccharides solely composed of glucose. Starch primarily consists of an 
amylopectin molecule with an ordered branching pattern, whereas glycogen is randomly branched. A limited number of 
cyanobacterial species accumulate starch and the remaining species produce glycogen. Branching enzyme (BE) catalyzes the 
formation of new branching points and plays a pivotal role in determining the branched structure of storage polysaccharides. 
Glycogen-producing cyanobacteria have one (BE1) or two BE genes (BE1 and BE2), whereas starch-producing cyanobacteria 
have three BE genes (BE1, BE2, and BE3). The number of BE genes is intimately associated with starch-producing traits. 
However, characterization of these BE isoforms has not been reported to date and their roles in starch biosynthesis remain 
obscure. In the present study, these BE isoforms were biochemically characterized. BE3 showed different specific activity,
substrate preference, and catalytic specificity compared with BE1 and BE2. Some of these proteins have been crystallized for 
structural analysis.
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